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Be s chre ibung 

Analyseverf ahren zur Erkennung biochemischer Molekiile und 
Vorrichtung zur Durchf iihrung 

Die Erfindung betrifft ein Analyseverf ahren zur Erkennung 
biochemischer Molekiile oder Strukturen sowie eine Vorrichtung 
zur Durchf uhrung des Verf ahr ens . Das allgemeine Ziel derarti- 
ger Verf ahren ist es, biochemische Molekiile, beispielsweise 
DNA-Sequenzen, Proteine, Haptene oder Antigene zu erkennen. 
Beispielsweise werden dazu auf einem Substrat innerhalb eines 
Analysebereiches immobilisierte Sondenmolekiile mit einer die 
genannten biochemischen Molekiile oder Strukturen (im folgen- 
den kurz mit Zielmolekiile bezeichnet) enthaltenden Analytlo- 
sung in Kontakt gebracht . Mit einem Sondenmolekiil etwa nach 
dem Schliissel-Schloss-Prinzip zusammenpassende Zielmolekiile 
werden unter Bildung von Bindungspaaren an Sondenmolekiile ge- 
bunden. Das Auftreten von derartigen Reaktionsereignissen 
wird mit Hilfe von an den Zielmolekiilen vorhandenen Labels 
bzw. Markern beispielsweise auf optische oder elektrische 
Weise detektiert. Neben derart detektierbaren Markern werden 
auch magnetisierbare Markerpartikel eingesetzt. In diesen 
Fallen wird ein auf den Analysebereich einwirkendes homogenes 
Magnetfeld erzeugt, und mit Hilfe elektromagnetischer Senso- 
ren durch die magnetisierbaren Markerpartikel hervorgeruf ene 
Streuf elder detektiert. 

Aufgabe der Erfindung ist es, ein Verf ahren der eingangs ge- 
nannten Art so weiter zu entwickeln, dass es neben dem Ausle- 
sen von Reaktionsereignissen weitere Funktionen erfiillt. 

Diese Aufgabe wird hinsichtlich eines Verfahrens nach An- 
spruch 1 und hinsichtlich einer Vorrichtung nach Anspruch 12 
gelost. Bei dem Verf ahren ist vorgesehen, dass vor und/oder 
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nach einer Detektion von Reaktionsereignissen der Analysebe- 
reich mit einem inhomogenen Magnetfeld beaufschlagt wird. Ein 
solches Magnetfeld ruft ein ungleichmaSig iiber den Markerpar- 
tikel-Umfang verteiltes Streufeld hervor. Die Folge ist, dass 
5 ein Markerpartikel mit einer in Richtung zunehmender Feld- 

starke wirkenden Kraft beaufschlagt wird. Dieser Effekt lasst 
sich nun vorteilhaft in verschiedener Weise ausnutzen, insbe- 
sondere bei solchen Verfahren, bei denen die Bindung von 
Zielmolekulen an im Analysebereich immobilisierten Sondenmo- 
10 lekulen vorgesehen ist. 

P Bei einer ersten bevorzugten Verf ahrensvariante wird in einem 
Reinigungsschritt ein inhomogenes Magnetfeld derart erzeugt, 
dass auf die Markerpartikel eine diese vom Analysebereich 

15 entfernende Kraft einwirkt. Auf dieses Weise lassen sich bei- 
spielsweise an der Oberflache des Analysenbereiches absor- 
bierte Markerpartikel oder mit Markerpartikeln versehene 
nichtgekoppelte Zielmolekule aus dem Analysebereich entfer- 
nen. Diese werden somit bei einer nachf olgenden Auslesung von 

20 Bindungsereignissen nicht mit erfasst, was die Aussagekraft 
und Reproduzierbarkeit eines Analysenergebnisses erhoht . Fur 
eine Reinigung eines Analysenbereiches auf die erwahnte Art 

| und Weise ist es vorteilhaft, wenn das Magnetfeld so ausge- 
richtet wird, dass seine Feldstarke in Richtung der Normalen 

25 des Analysebereichs zunimmt . Dadurch ist gewahrleistet , dass 
Markerpartikel quasi nach oben aus dem Sondenmolekulrasen he- 
rausgezogen werden, ohne das sie in nennenswertem AusmaS 
durch Sondenmolekiile behindert werden. Der Reinigungsprozess 
wird zweckmaJSigerweise durch die Applikation eines Spulfluids 

30 unterstiitzt. Bei einem Reinigungsschritt der genannten Art 

wird die Starke des Magnetfeldes so gewahlt, dass die auf ein 
markiertes Zielmolekiil einwirkende Kraft geringer ist, als 
die zur Trennung einer Bindung zwischen dem Zielmolekiil und 
dem Sondenmolekul eines Kopplungspaares erf orderliche Kraft. 
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Dadurch ist gewahrleistet , dass zwar nicht gekoppelte, insbe- 
sondere an die Oberflache des Analysebereiches adsorbierte 
Markerpartikel entfernt, nicht jedoch die Bindung zwischen 
dem markierten Zielmolekiil und dem Sondenmolekiil eines Kopp- 
5 lungspaares getrennt wird. Die Adsorptionskraf t eines Marker- 
partikels im Bereich der Oberflache des Analysebereiches 
liegt bei etwa 1 bis < 10 pN. Mit einem entsprechend ausge- 
legten inhomogenen Magnetfeld werden Markerpartikel mit hoher 
Zuverlassigkeit entfernt, ohne das dabei Bindungspaare ge- 

10 trennt werden. Besonders zweckmaSig ist es, wenn vor und nach 
einem Reinigungsschritt die Belegung des Analysebereiches mit 

P Markerpartikeln ermittelt wird. Wenn sich diese vor und nach 
einem Reinigungsschritt nicht wesentlich andert, kann davon 
ausgegangen werden, dass im Analysebereich bzw. auf dessen 

15 Oberflache keine das Messergebnis verf alschende Markerparti- 
kel mehr vorhanden sind. 



Bei Bindungsreaktionen zwischen biochemischen Molekiilen und 
Strukturen tritt das Problem auf, dass ein Bindungs- bzw. 

2 0 Kopplungsereignis nicht nur dann stattfindet, wenn Ziel- und 
Sondenmolekule 100%-ig zueinander passen. Auch bei einem ge- 
ringerem Grad an Ubereinstimmung kann es zu einer Bindung 

| kommen. Solche unspezif ischen Bindungsereignisse werden mit 

bisherigen Analyseverf ahren miterfasst. Urn diesbezuglich eine 

2 5 Selektion vornehmen zu konnen, wird bei einer weiteren bevor- 

zugten Verf ahrensvariante die Magnetf eldstarke so gewahlt und 
eingestellt, dass ein an ein Zielmolekiil gekoppeltes Marker- 
partikel mit einer Kraft beaufschlagt wird, die ausreicht, urn 
ein spezifisch oder unspezifisch gebundenes Zielmolekiil von 

3 0 einem Sondenmolekiil zu trennen. Ein solches Verf ahren lasst 

sich auch im Sinne einer Kraf tspektroskopie derart anwenden, 
dass die Starke des Magnetfelds in Stufen erhoht wird, wobei 
die Feldstarke jeder Stufe so gewahlt wird, dass auf ein Mar- 
kerpartikel eine zur Trennung einer bestimmten spezifischen 
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oder unspezif ischen Bindung erf orderliche Kraft einwirkt. Da- 
bei erfolgt zweckmaSigerweise vor und nach einer stuf enarti- 
gen Erhohung der Feldstarke eine Auslesung, deren Ergebnis 
durch die Anzahl der jeweils vorhandenen Bindungspaare be- 
5 stimmt ist. Es kann auf diese Weise innerhalb unspezif ischer 
Bindungsereignisse eine Selektion nach Bindungsstarke bzw. 
nach Ubereinstimmungsgrad zwischen Ziel- und Sonde nmolekul 
Oder innerhalb spezifischer Bindungsereignisse eine Selektion 
nach Bindungspaaren mit unterschiedlichen Zielmolekulen vor- 
10 genommen werden. 

Bei einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsvariante ist vorge- 
sehen, dass an die Zielmolekiile erst nach der Bildung von 
Bindungspaaren Markerpartikeln angekoppelt werden. Beispiels- 
15 weise wird dabei dem Analysebereich eine Analytlosung mit 

Zielmolekulen zugefiihrt, an welche ein Koppelmolekiil gebunden 
ist, das an ein Markerpartikel ankoppeln kann. Im Anschluss 
an die Bildung von Bindungspaaren wird eine Markerpartikel 
enthaltende Losung auf den Analysebereich appliziert. Dieser 

2 0 Verf ahrensweise liegt die Erkenntnis zu Grunde, dass die im 

Vergleich zu den Zielmolekulen erheblich groSeren Markerpar- 
tikel die Beweglichkeit der Zielmolekiile einschranken und da- 
0 durch deren Reaktion mit Sondenmolekiilen behindern bzw. ver- 
langsamen. Bei alien hier beschriebenen Verf ahrensvarianten 
25 werden bevorzugt mit Streptavidin umhullte Magnetitpartikel 

verwendet, die uber Biotin an das Zielmolekul gekoppelt sind. 

Bei einer weiteren Verf ahrensvariante wird wahrend der Durch- 
fiihrung einer Analyse ein inhomogenes Magnetfeld erzeugt, 

3 0 dessen Feldstarke entgegen der Normalen des Analysebereichs 

zunimmt. In einem derartigen Feld werden Markerpartikel der 
Oberflache des Analysebereiches angenahert. Bei entsprechend 
dichter Belegung des Analysebereiches mit Markerpartikeln 
bilden diese eine im Wesentlichen geschlossene Schicht, wobei 
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zwischen dieser und der Oberflache des Analysebereiches ein 
eingeschranktes Probenvolumen mit erhohter Reaktionsdichte 
zur Verf iigung steht . 

5 Eine Vorrichtung zur Durchfuhrung eines Verfahrens der in Re- 
de stehenden Art weist Magnetmittel zur Erzeugung eines im 
Analysebereich wirksamen inhomogenen Magnetfeldes auf . Diese 
umfassen vorzugsweise ein erstes, aus zwei axial beabstande- 
ten, mit ihren Windungsebenen etwa parallel zur Planebene des 

10 Analysebereichs angeordneten, das Substrat zwischen sich ein- 
schlieSenden Spulen gebildetes Spulenpaar, wobei die auf der 

) Analyseseite des Substrats angeordnete Spule einen kleineren 
Durchmesser auf weist als die andere Spule. Ein damit erzeug- 
tes Magnetfeld ist hinsichtlich seiner Feldstarke anisotrop. 

15 Diese nimmt in Richtung der Normalen des - im Wesentlichen in 
einer Planebene verlaufenden - Analysebereichs zu. Vorzugs- 
weise ist zur Erzeugung eines umgekehrt ausgerichteten Mag- 
netfeldes ein zweites Spulenpaar vorhanden, das wie das erste 
Spulenpaar ausgestaltet und angeordnet ist, wobei jedoch die 

2 0 Spule mit dem groSeren Durchmesser auf der Analyseseite des 

Substrats angeordnet ist. Mit dieser Anordnung lasst sich 
auch ein homogenes Magnetfeld erzeugen, indem die groSen oder 

| die kleinen Spulen angesteuert bzw. bestromt werden. Zum Aus- 
lesen eines Analyseergebnisses ist im Analysebereich mindes- 

25 tens ein Magnetf eldsensor vorhanden. Weiterhin ist der Analy- 
sebereich in einem eine Ein- und eine Ausstromof fnung aufwei- 
senden Gehause angeordnet. Die Vorrichtung enthalt weiterhin 
Mittel zur Steuerung und Regelung, zur Erfassung und Auswer- 
tung von Messwerten, zur Magnetf eldsteuerung und/oder Magnet- 

3 0 feldmessung, zum Auslesen von Magnetsensoren und/oder zur 

Speicherung ausgelesener Zustande von Magnetsensoren, und zur 
Fluidiksteuerung und Fluidikregelung . Auch sind Statistik- 
Software enthaltende Mittel zur Bewertung der Zustande und 
Veranderungen der Zustande vorhanden. Die genannten Mittel 
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werden durch wenigstens einen Controller oder Microcontroller 
mit zugehoriger Software gebildet. 

Die Erfindung wird nun unter Bezugnahme auf die beigefiigten 
5 Zeichnungen naher erlautert. Es zeigen: 

Fig. 1 eine schematische Abbildung einer zur Durchfiihrung 
eines erf indungsgemaEen Verfahrens geeigneten Vor- 
richtung, 

10 Fig. 2, 3 Vorrichtungen gem. Fig. 1, die zur Erzeugung eines 
inhomogenen Magnetfelds ertiichtigt sind, 
^ Fig. 4, 5 schematische Darstellungen einer ersten Verfahrens - 

variante, 

Fig. 6, 7 schematische Darstellungen einer zweiten Verfah- 
15 rensvariante , 

Fig. 8 eine schematische Darstellung einer dritten Verfah- 
rensvariante . 



Eine Vorrichtung zur Durchfiihrung eines Analyseverf ahrens um- 

20 fasst ein etwa plattenf ormig ausgebildetes Substrat 1. Auf 
einer Flachseite des Substrates 1 ist ein Analysebereich 2 
definiert, auf dem Sondenmolekule 19 (Fig. 4) immobilisiert 

^ sind. Der Analysebereich 2 ist von einer Sensorschicht 4 be- 
deckt, welche wenigstens einen Magnetf eldsensor enthalt. 

2 5 Denkbar ist auch, dass der Analysebereich von einem Array aus 
einer Vielzahl von Analysepositionen gebildet ist, wobei je- 
der Analyseposition ein Magnetf eldsensor zugeordnet ist. Als 
Sensoren kommen beispielsweise Hall-Sensoren oder XMR-Sen- 
soren ( insbesondere AMR- , GMR- und TMR-Sensoren) in Betracht . 

30 Letztere beruhen auf verschiedenen Magne towiders tands - Ef f ek- 
ten, der in Schichtsystemen mit sehr diinnen Schichten auf- 
tritt . 
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Wie der Prinzipskizze gem. Fig. 4 entnehmbar ist, sind Son- 
denmolekule 19, beispielsweise DNA-Oligomere , mit Hilfe eines 
Spacers 5 an die Oberflache der Sensorschicht 4, auf bekann- 
te, hier nicht naher zu erlauternde Weise kovalent gebunden. 
5 Der Analysebereich 2 ist von einem Gehause 6 fluiddicht um- 
fasst, welches eine Einstromof f nung 7 und eine Ausstromoff- 
nung 8 aufweist. Mit Abstand zum Analysebereich 2 sind zwei 
Magnetspulen 9, 10 und mit Abstand zur Ruckseite 11 des Sub- 
strats 1 zwei weitere Magnetspulen 12 , 13 vorhanden. Die Win- 

10 dungsebenen der Spulen 9, 10, 12 ,13 verlaufen parallel zur 
Planebene 14 des Analysebereichs 2 bzw. des Substrats 1, wo- 
^ bei von den zwei einer Seite des Substrats 2 zugeordneten 

Spulen jeweils eine Spule 10, 13 einen groSeren Durchmesser 
aufweist und die jeweils kleinere Spule 9, 12, konzentrisch 

15 umfasst. Die groSeren Spulen 10, 13 weisen auSerdem eine gro- 
fiere Windungszahl auf, als die von ihnen umfassten kleineren 
Spulen 9, 12. 

Die Spulen 9, 10, 12, 13 sind iiber eine (nicht dargestellte) 
2 0 Steuereinrichtung zur Erzeugung eines Magnet feldes paarweise 
ansteuerbar. Ein homogenes Magnetfeld, etwa zur Detektion der 
Belegung des Analysebereiches 2 mit Markerpartikeln, kann er- 
0 zeugt werden, wenn entweder die kleineren Spulen 9, 12 oder 
die groSeren Spulen 10, 13 zusammen ein Helmholtz-Spulenpaar 
25 bilden. Soil dagegen ein inhomogenes Magnetfeld erzeugt wer- 
den, wird die in Fig. 1 oberhalb des Substrates und oberhalb 
des Gehauses 6 angeordnet Spule 9 mit der unterhalb des Sub- 
strats 1 positionieren groSeren Spule 13 bzw. die von dieser 
umfasste kleinere Spule 12, mit der oberhalb des Substrats 1 
30 angeordneten groSeren Spule 10 zu einem Spulenpaar verschal- 
tet. Wie in Fig. 2 und 3 angedeutet ist, ergibt sich beim 
Spulenpaar 9/13 ein Magnetfeld 20, dessen Feldstarke von der 
Spule 13 zur Spule 9 hin bzw. in Richtung der Normalen 22 des 
Analysebereiches zunimmt . Ein Magnetfeld 20a mit umgekehrten 
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Verhaltnissen wird erreicht, wenn die Spule 12 mit der Spule 
10 zu einem Spulenpaar zusammengef asst wird (Fig. 3) . In Fig 
2 und 3 ist die in einer Richtung zunehmende Feldstarke des 
Magnet feldes 20, 2 0a durch konvergierende Feldlinien 15 ange 
5 deutet . 

Anhand einer ersten Verf ahrensvariante wird nun die Arbeits- 
weise eines erf indungsgema£en Verfahrens naher erlautert . 
Eine haufig gestellte Analyseauf gabe besteht darin, DNA- 
10 Oligomere 16 mit einer bestimmten Basensequenz als Zielmole- 
kiile 3 zu erkennen. Die DNA- Oligomere 16 sind beispielsweise 

?Q Ausschnitte aus langeren DNA-Strangen, welche daraus mit be- 

i' 

kannten Methoden herausgeschnitten wurden. An die DNA-Oligo- 
mere 16 sind Koppelmolekiile 17 kovalent gebunden, welche an 

15 entsprechend vorbereitete Markerpartikel bzw. Beads 18 ankop 
peln konnen. Beads sind Partikel mit einem Durchmesser von 
einigen hundert nm, die in Abwesenheit eines auSeren Magnet- 
feldes nur gering Oder gar nicht magnetisiert sind. Es han- 
delt sich dabei z. B. urn Partikel, die vollstandig aus Magne 

20 tit bestehen. Die Beads 18 konnen aber auch eine Kunststoff- 
matrix enthalten, in die Magnetit eingelagert ist. Sie sind 
mit einer Beschichtung versehen, an die ein Koppelmolekiil an 
-0 koppelt. Durchgesetzt hat sich hier bisher vor alien Dingen 
eine Beschichtung der Beads mit Streptavidin, welches mit Bi 

25 otin als Koppelmolekiil eine feste kovalente Bindung eingeht. 
Auf dem Analysebereich 2, der vorzugsweise durch eine ebene 
Flache gebildet ist, bzw. auf der Oberflache der Sensor- 
schicht 4 sind Sondenmolekiile 19 iiber bereits eingangs er- 
wahnte Spacer 5 immobilisiert . Bei den Sondenmolekiilen 19 

3 0 handelt es sich z. B. urn synthetisch erzeugte DNA-Molekiile , 
die genau die gesuchte Sequenz von Basen 3 0 aufweisen. Uber 
die Einstromof f nung 7 des Gehauses 6 wird dem Analysebereich 
2 eine die oben erwahnten DNA-Oligomere 16 als Zielmolekule 
enthaltende Analytlosung zugefiihrt. Hierzu wird auf ein eine 
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Regel- und Steuereinrichtung umfassendes Pumpsystem (nicht 
dargestellt) zuriickgegrif f en . DNA- Oligomer e , deren Basense- 
quenz mit jener der Sondenmolekiile 19 zumindest teilweise 
iibereinstimmt , werden in einer sogenannten Hybridisierungs- 
5 reaktion an die Sondenmolekiile 19 gebunden. 

Vor einer Auslesung der Belegung des Analysebereiches 2 mit 
Beads 18 wird durch Bestromung des Spulenpaares 9/13 ein in- 
homogenes Magnetfeld 20 (Fig. 2) erzeugt, dessen Feldstarke 

10 in Richtung der Normalen 22 des Analysenbereiches 2 zunimmt . 
Das aufgrund des inhomogenen Magnet f elds 2 0 an den Beads 18 

I erzeugte Streufeld ist in Bezug auf die Umf angsf lache eines 
Beads 18 ungleich derart verteilt, dass sich eine Kraftwir- 
kung in Richtung der Normalen 22 ergibt . Die Starke des inho- 

15 mogenen Magnetfelds 2 0 wird so gewahlt, dass auf das mit 

einem DNA-Oligomer 16 verbundene Bead 18 eine Kraft wirkt, 
die geringer ist, als die zur Trennung einer Bindung zwischen 
dem DNA-Oligomer 16 und dem Sondenmolekul 19 eines Bindungs- 
paares 21 erf orderliche Kraft. Die Adsorptionskraf t beschich- 

20 teter Beads 18 im Bereich der Oberflache des Analysebereiches 
2 liegt in der Grofienordnung von > 1 pN, wogegen die Bin- 
dungskrafte zwischen Ziel- und Sondenmolekulen in einem Be- 

| reich von mindestens 10 0 pN liegen. Wenn somit das inhomogene 
Magnetfeld 20 so gewahlt wird, dass auf die Beads 18 eine 

25 Kraft von etwa 70 pN wirkt, ist gewahrleistet , dass aus- 

schlieSlich markierte DNA-Oligomere 16 oder auch einzelne, 
nicht an ein DNA-Oligomer 16 gekoppelte Beads 18 aus dem Ana- 
lysebereich 2 entfernt werden, ohne dabei Bindungspaare 21 zu 
trennen. Urn den Erfolg eines Reinigungsschrittes zu kontrol- 

3 0 lieren, wird vor und nach diesem Schritt die Belegung des 

Analysenbereiches 2 mit Beads 18 detektiert. Wenn sich nach 
einem Reinigungsschritt zwischen der Belegung vorher und der 
Belegung nachher kein signif ikanter Unterschied ergibt, kann 
davon ausgegangen werden, dass die detektierte Bead-Belegung 
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ausschlieSlich auf Bindungspaare 21 zuruckzuf uhren ist. Die 
Detektion der Bead-Belegung des Analysenbereiches 2 sowie die 
Dif f erenzbildung zwischen zwei Be legungs zus tanden , etwa der 
Belegung vor und nach einem Reinigungsschritt , erfolgt unter 
5 Zuhilfenahme iiblicher Controller. Diese gestatten auch die 
Anwendung von Stat ist iksoftware zur Bewertung von Bewegungs- 
zustanden und deren Veranderungen. 

Ein zweites Verf ahrensbeispiel ist in Fig. 6 und 7 verdeut- 
10 licht. Es geht dabei um die Suche nach bestimmten Antigenen 
in Analytlosungen. Auf dem Analysebereich 2 sind Antikorper 
25, wiederum iiber einen Spacer 5 immobilisiert . Das Gehause 6 
wird iiber seine Einstromof f nung 7 mit einer Antigene 24 ent- 
haltenden Analytlosung beschickt. Zu den Antikorpern 25 pas- 
15 sende Antigene 24a lagern an diese unter Bildung von Bin- 
dungspaaren 21 an. Nach Spiilung des Analysebereiches 2 mit 
einer Reinigungslosung, etwa mit destilliertem Wasser, wird 
das Gehause 6 mit einer Losung beschickt, die den immobili- 
sierten Antigenen 25 entsprechende , mit Beads 18 markierte 
20 Antigene 25a enthalt. Die Antikorper 25a lagern sich an das 
Antigen 24a eines Bindungspaares 21 an. Die Bindungspaare 21 
konnen nun mit Hilfe eines homogenen Magnetfeldes und mit 
| Magnetf eldsensoren detektiert werden. Auch hier kann es 

zweckmaSig sein, nicht gebundene markierte Antikorper 25b mit 
25 Hilfe eines inhomogenen Magnetfeldes 20, wie bereits weiter 

oben beschrieben, in einem Reinigungsschritt zu entfernen und 
dadurch die Aussagekraft der Detektion insbesondere in quan- 
titativer Hinsicht zu verbessern. 

30 Bei vielen biochemischen Reaktionen, die auf dem Schlussel- 
Schloss-Prinzip basieren, etwa Antikorper-Antigenreaktionen 
Oder die Hybridisierung von DNA-Sequenzen, findet eine Bin- 
dung auch dann statt, wenn die Ubereinstimmung zwischen den 
bindungsrelevanten Bereichen der Bindungspartner nicht 100% 
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ist. Solche unspezif ischen Bindungen sind oft unerwunscht. 
Bei einer weiteren bevorzugten Verf ahrensvariante kann eine 
Selektion hinsichtlich der Bindungsqualitat vorgenommen wer- 
den, in dem vor dem Auslesen eines Analyseergebnisses ein in- 
5 homogenes Magnetfeld erzeugt und dessen Feldstarke so gewahlt 
wird, dass die Beads 18 von Kopplungspaaren 21 in Richtung 
der Normalen 22 mit einer Kraft beaufschlagt werden, die ge- 
ringer ist als die zur Trennung einer spezifischen Bindung 
zwischen einem Zielmolekiil und einem Sondenmolekul erforder- 

10 liche Kraft. Im Falle einer Hybridisierung eines DNA-Oligo- 
mers 16 mit einem Sondenmolekul 19 mit einer komplementaren 
Basenf requenz konnen somit solche Bindungspaare 21 detektiert 
werden, bei denen die gegenseitigen Basensequenzen voneinan- 
der abweichen. Die Bindungskraf te zwischen zwei komplementa- 

15 ren Basenpaaren (Adinin-Thymin, Zytosin-Guanin) sind bekannt, 
so dass die zum „AbreiSen" einer unspezif ischen Bindung er- 
forderliche Kraft berechnet werden kann. Durch Anlegen eines 
eine entsprechende AbreiSkraft erzeugenden inhomogenen Mag- 
net feldes konnen somit alle Zielmolekule, die einen vorgege- 

20 benen Ubereinstimmungsgrad unterschreiten, aus dem Analysebe- 
reich 2 entfernt werden. Durch eine Detektion der Beadbele- 
gung vor und nach einem solchen Selektionsschritt kann fest- 
^ gestellt werden, ob samtliche Bindungen mit einem vorgegebe- 
nen Ubereinstimmungsgrad getrennt wurden. AuSerdem lasst sich 

25 eine quantitative Aussage daruber machen, welchen Anteil die 
jeweils entfernten unspezif isch gebundenen Zielmolekule im 
Vergleich zu spezifisch gebundenen Zielmolekiilen haben. Eine 
weitere Ausgestaltung dieser Verf ahrensvariante sieht vor, 
dass die Feldstarke des inhomogenen Magnetfeldes in Stufen 

3 0 erhoht wird, wobei die Feldstarke einer Stufe so gewahlt 

wird, dass auf die Markerpartikel jeweils eine zur Trennung 
einer bestimmten unspezif ischen Bindung erf orderliche Kraft 
einwirkt. Auf diese Weise kann nach Art einer Spektroskopie 
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festgestellt werden, ob und gegebenenf alls mit welchen Anteil 
bestimmte unspezif ische Bindungen vorhanden sind. 

Bei einer weiteren Verf ahrensvariante wird wahrend der Durch- 
5 fiihrung einer Analyse ein inhomogenes Magnetfeld erzeugt, 

dessen Feldstarke entgegen der Normalen 22 des Analyseberei- 
ches 2 zunimmt . Bei einem solchen Magnetfeld wirkt auf ein 
Bead 18 eine Kraft ein, die es an den Analysebereich 2 anna- 
hert. Dadurch wird zwischen den Beads 18 und dem Analysebe- 

10 reich 2 ein eingehangtes Probenvolumen 2 6 geschaffen. Dies 

kann etwa bei folgendem Verf ahrensbeispiel nutzbringend ange- 
wendet werden: Um die Spaltungsspezif itat einer Protease 
f estzustellen, werden mit jeweils einem Bead 18 markierte Po- 
lypeptide 27 an der Oberflache des Analysebereiches 2 immobi- 

15 lisiert. Diese weisen eine Vielzahl moglicher Spaltungsstel- 
len 28 auf, an welchen eine Protease 2 9 wirksam werden kann. 
Indem die Beads 18 mit Hilfe eines inhomogenen Magnetfeldes 
2 0a (Fig. 3) zur Oberflache des Analysebereiches 2 hin bewegt 
werden, bildet sich ein verengtes Probenvolumen 26 aus. In 

20 diesem liegt zwar die gleiche Konzentration an Proteasen vor 
wie in dem Restvolumen des Gehauses 6 . Durch die Annaherung 
der Beads 18 an die Oberflache des Analysebereiches 2 werden 
jrj£ die Polypeptide 27 unter Ausbildung einer Vielzahl von 

Schlingen gestaucht. Die vorher iiber ein groSeres Volumen 

25 verteilten Spaltungsstellen sind nun in dem kleineren Proben- 
volumen angeordnet, was einer erhohten Konzentration an Spal- 
tungsstellen 28 bzw. Reaktionsdichte entspricht. Dementspre- 
chend findet eine Protease 29 aufgrund des groSeren Angebots 
schneller eine geeignete Spaltungsstelle 28. Zur Auswertung 

3 0 des Analyseergebnisses wird ein inhomogenes Magnetfeld ent- 
sprechend Fig. 2 erzeugt, wobei Beads 18 von durchtrennten 
Polypeptiden 27 vom Analysebereich 2 und durch einen Spiilvor- 
gang aus dem Gehause 6 entfernt werden. Auch bei dieser Ver- 
f ahrensvariante kann ein der Detektion Vorgeschalteter Reini- 
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gungsschritt unter Anwendung eines Magnetfeldes 2 0 (Fig. 2) 
zweckmaSig sein. 
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Patentanspruche 



1. Analyseverf ahren, bei dem auf einem Substrat (1) innerhalb 
eines Analysebereichs (2) immobilisierte Sondenmolekiile (19) , 

5 namlich biochemisch wirksame Molekiile mit einer Zielmolekule 
(3) als Reaktionspartner enthaltenden Analytlosung in Kontakt 
gebracht und Reaktionsereignisse zwischen Ziel- und Sondenmo- 
lekiilen mit Hilfe von an die Ziel- Oder die Sondenmolekiile 
gekoppelten magnetisierbaren Markerpartikeln (18) detektiert 
10 werden, wobei vor und/oder nach einer Detektion der Analyse- 
bereich mit einem inhomogenen Magnetfeld beauf schlagt wird. 

I 

2. Analyseverf ahren nach Anspruch 1, bei dem die Reaktionser- 
eignisse die Bindung von Zielmolekiilen an im Analysebereich 

15 (2) immobilisierten Sondenmolekiilen (19) sind. 

3. Verf ahren nach Anspruch 1 oder 2, bei dem in einem Reini- 
gungsschritt vor einer Detektion ein inhomogenes Magnetfeld 
derart erzeugt wird, dass auf die Markerpartikel (18) eine 

2 0 diese vom Analysebereich (2) entfernende Kraft einwirkt. 

4. Verf ahren nach Anspruch 3, bei dem ein inhomogenes Magnet- 
^ feld (21) mit einer in Richtung der Normalen (22) des Analy- 
sebereichs (2) zunehmenden Feldstarke erzeugt wird. 

25 

5. Verf ahren nach Anspruch 3 oder 4, in Verbindung mit An- 
spruch 2, bei dem in einem Reinigungsschritt die Starke des 
Magnetfelds so gewahlt wird, dass die auf ein an ein Zielmo- 
lekiil gekoppeltes Markerpartikel (18) einwirkende Kraft ge- 

3 0 ringer ist, als die zur Trennung einer Bindung zwischen dem 

Zielmolekul (3) und dem Sondenmolekul (19) eines Kopplungs- 
paares (21) erf orderliche Kraft. 
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6. Verfahren nach Anspruch 5, bei dem jeweils vor und nach 
einem Reinigungsschritt die Belegung des Analysebereichs (2) 
mit Markerpartikeln (18) ermittelt wird. 

5 7. Verfahren nach einem der Anspruche 3 bis 6, bei dem ein 
inhomogenes Magnetfeld erzeugt und dessen Feldstarke so ge- 
wahlt wird, dass ein an ein Zielmolekiil gekoppeltes Marker- 
partikel (18) mit einer Kraft beaufschlagt wird, die aus- 
reicht, urn ein spezifisch oder unspezifisch gebundenes Ziel- 
10 molekul (3) eines Bindungspaares (21) vom Sondenmolekiil (19) 
zu trennen. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, bei dem die Feldstarke des Mag- 
netfelds in Stufen erhoht wird, wobei die Feldstarke jeder 
15 Stufe so gewahlt wird, dass auf ein Markerpartikel eine zur 
Trennung einer bestimmten spezifischen oder unspezif ischen 
Bindung zwischen dem Zielmolekiil (3) und dem Sondenmolekiil 
(19) eines Bindungspaares (21) erf orderliche Kraft einwirkt. 

20 9. Verfahren nach einem der Anspruche 2 bis 8, bei dem auf 

den Analysebereich eine Analytlosung mit markerfreien Zielmo- 
lekiilen aufgebracht wird und danach Bindungspaare mit Marker- 
^ partikeln markiert werden. 

25 10 . Verfahren nach Anspruch 1, bei dem wahrend der Durchfiih- 
rung einer Analyse ein inhomogenes Magnetfeld erzeugt wird, 
dessen Feldstarke entgegen der Normalen (22) des Analysebe- 
re i chs ( 2 ) zunimmt . 

3 0 11. Verfahren nach Anspruch 10, 

bei dem die Analytlosung Zielmolekiile (3) enthalt, welche mit 
einem Koppelmolekiil (17) verknupft sind, das eine Bindung zu 
einem Markerpartikel (18) eingehen kann. 
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12. Vorrichtung zur Durchfuhrung eines Analyseverf ahrens , bei 
dem auf einem Substrat (1) innerhalb eines Analysebereichs 
immobilisierte Sondenmolekule (19) , namlich biochemisch wirk- 
same Molekule und Strukturen mit einer Zielmolekiile (3) als 

5 Reaktionspartner enthaltenden Analytlosung in Kontakt ge- 

bracht werden und Reaktionsereignisse zwischen Ziel- und Son- 
denmolekulen mit Hilfe von an die Ziel- oder die Sondenmole- 
kule gekoppelten magnetisierbaren Markerpartikeln (18) detek- 
tiert werden, wobei die Vorrichtung Magnet feldmittel zur Er- 
10 zeugung eines im Analysebereich (2) wirksamen inhomogenen 
Magnetfeldes (20, 20a) aufweist. 

P 

13. Vorrichtung nach Anspruch 12, welche als Magnetf eldmittel 
ein erstes, aus zwei axial beabstandeten, mit ihren Windungs- 

15 ebenen etwa parallel zur Planebene (14) des Analysebereichs 
(2) angeordneten, das Substrat (1) zwischen sich einschlie- 
Senden Spulen (9, 13) gebildetes Spulenpaar umfasst, wobei 
die auf der Analyseseite des Substrats (1) angeordnete Spule 
(9) einen kleineren Durchmesser aufweist als die andere Spule 

20 (13) . 

14. Vorrichtung nach Anspruch 13, mit einem zweiten Spulen- 
^ paar, das wie das erste Spulenpaar (9/13) ausgestaltet und 

angeordnet ist, wobei jedoch die Spule (10) mit dem groSeren 
25 Durchmesser auf der Analyseseite des Substrats (1) angeordnet 
ist . 

15. Vorrichtung nach Anspruch 14, bei der die jeweils einer 
Seite des Substrats (1) zugeordneten Spulen (9, 10 bzw. 

3 0 12, 13) konzentrisch zueinander angeordnet sind. 



16. Vorrichtung nach Anspruch 14 oder 15, bei der die groSen 
Spulen (19, 13) und/oder die kleine Spulen (9, 12) zur Erzeu- 
gung eines homogenen Magnetf elds ansteuerbar sind. 
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17. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, bei 
der im Analysebereich (2) mindestens ein Magnetf eldsensor 
(4a) angeordnet ist. 

5 

18. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, bei 
der der Analysebereich (2) in einem eine Ein- und eine Aus- 
stromof f nung (7, 8) aufweisenden Gehause (6) angeordnet ist. 

10 19. Vorrichtung, nach einem der vorhergehenden Anspruche mit 

einem Mittel zur Steuerung und Regelung, zur Erfassung und 
P Auswertung von Messwerten 

20. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, mit 
15 Mitteln zur Magnetf elds teue rung und/oder Magnetf eldmessung .* 

21. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche mit- 
Mitteln zum Auslesen von Magnetsensoren und/oder zur Speiche- 
rung ausgelesener Zustande von Magnetsensoren. 'k 

20 

22. Vorrichtung nach Anspruch 21, mit eine Statistik-Sof tware 
enthaltenden Mitteln zur Bewertung der Zustande und Verande- 

^ rungen der Zustande. 

25 23. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, mit 
Mitteln zur Fluidiksteuerung und Fluidikregelung . 



30 



24. Vorrichtung nach einem der Anspruche 19 bis 23, bei der 
die genannten Mittel von wenigstens einem Controller oder 
Mikrocontroller gebildet sind. 
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Zusammenf as sung 

Analyseverf ahren zur Erkennung biochemischer Molekiile und 
Vorrichtung zur Durchfuhrung 

Die Erfindung betrifft eine Analyseverf ahren, bei dem auf 
einem Substrat (1) innerhalb eines Analysebereichs (2) immo- 
bilisierte Sondenmolekiile (19) , namlich biochemisch wirksame 
Molekule und Strukturen mit einer Zielmolekiile (3) als Reak- 
tionspartner enthaltenden Analytlosung in Kontakt gebracht 
und Reaktionsereignisse zwischen Ziel- und Sondenmolekiilen 
mit Hilfe von an die Ziel- oder die Sondenmolekiile gekoppel- 
ten magnetisierbaren Markerpartikeln (18) detektiert werden. 
Vor und/oder nach einer Detektion wird der Analysebereich mit 
einem inhomogenen Magnetfeld (20, 20a) beauf schlagt . 

Weiterhin betrifft die Erfindung eine Vorrichtung zur Durch- 
fuhrung eines solchen Verfahrens, bei der Magnetf eldmittel 
zur Erzeugung eines im Analysebereich (2) wirksamen inhomoge- 
nen Magnet feldes (20, 2 0a) vorhanden sind. 



Fig. 1 
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